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tenzmutation in einer Zelle kann genügen, 
um nach erfolgreicher therapeutischer Aus-
löschung der Mehrheit der anderen Klone 
einen schnellen resistenten Rückfall herbei-
zuführen. Diese Prozesse im Detail zu verste-
hen ist das erklärte Ziel der Krebsforschung.
Kopienzahlaberrationen als 
evolutionäre Marker
Chromosomale Instabilität (CIN), eine 
Schlüsseleigenschaft vieler Tumore, ist dabei 
von besonderem Interesse. CIN beschreibt 
die Befähigung eines Tumors, sein Genom zu 
rearrangieren und auch großfl ächige Ände-
rungen am Karyotyp in der Form von soma-
tischen Kopienzahlaberrationen (somatic 
copy-number alteration, SCNA) zu tolerieren. 
Da die Sequenzierung einzelner Proben eines 
Tumors oft nicht ausreicht, um das gesamte 
Ausmaß der ITH zu erfassen, bedient sich das 
Feld zur Quantifizierung von CIN oft so 
genannter Multiregions-Studien, bei der der 
chirurgisch entfernte Tumor in mehrere 
Regionen unterteilt und anschließend 
sequenziert wird [3].
Dabei werden zur Detektion von SCNAs 
heterozygote Keimbahnvarianten genutzt, 
um reads einem der beiden elterlichen Allele 
zuzuweisen (Abb. 1). Zwei Kenngrößen 
ermöglichen dann die Detektion von SCNAs:
1.  das logarithmische Verhältnis der 
Sequenziertiefe im Tumor zu der im Nor-
malgewebe als Maß für die Gesamtanzahl 
an Kopien (logR) und
2.  das Verhältnis der Anzahl der Sequen-
zierfragmente der beiden elterlichen Alle-
le zueinander, die B-Allel-Frequenz (BAF).
In einem diploiden Teil des Genoms bleibt 
das logR bei einem Wert von Null und die 
BAF liegt bei 0,5, da die Hälfte der reads 
zufällig vom mütterlichen und die andere 
Hälfte vom väterlichen Allel stammen. Im 
Fall einer SCNA erhöht oder erniedrigt sich 
der logR-Wert und die BAF zeigt eine alleli-
sche Imbalance an (Abb. 1). Die Ermittlung 
allelspezifi scher SCNAs ermöglicht somit 
auch die Detektion der klinisch hoch relevan-
ten kopienzahlneutralen Heterogenitätsver-
luste.
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ó Tumorheterogenität und Krebsevolution 
haben sich i n den letzten zehn Jahren zu 
Schlüsselthemen der translationalen Krebs-
forschung entwickelt. Peter Nowell war einer 
der Wegbereiter dieser Theorie, die er 1976 
in „The clonal evolution of tumour cell popu-
lations“ [1] darlegte. Jüngste Studien wie 
„The Cancer Genome Atlas“ und das „Inter-
national Cancer Genome Consortium“ rück-
ten die Theorie erneut in den Fokus und 
haben unser Verständnis über Krebsevolu-
tion und Tumorheterogenität entscheidend 
geprägt und den Weg zur Entwicklung neuer 
Medikamente für die zielgerichtete Krebs-
therapie bereitet.
Diese Studien zeigten im Detail intratumo-
rale Heterogenität (ITH) auf, die Koexistenz 
genetisch unterschiedlicher Subklone inner-
halb eines Tumors. ITH ist klinisch höchst 
relevant, da sie hauptverantwortlich ist für 
die Resistenzentwicklung gegen klassische 
Chemotherapeutika, aber auch insbesondere 
gegen Verfahren der zielgerichteten Kreb s-
therapie [2]. Eine zufällig akquirierte Resis-
 Tumorgenetik
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˚ Abb. 1: Detektion von SCNAs aus Sequenzierdaten. Die Anzahl der Sequenzierreads an beiden 
Allelen heterozygoter Varianten erlaubt die Bestimmung der Gesamt-DNA-Anzahl aus dem logR 
und die Verteilung der Kopien über beide elterliche Allele durch die BAF. In Regionen mit SCNA 
teilt sich die BAF-Bande in zwei Banden, abhängig von der Haplotypstruktur des Patienten. 
BAF: B-Allel-Frequenz; logR: Gesamtanzahl Kopien; SCNA: somatic copy number alteration.
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Unentdeckte Heterogenität
In Zusammenarbeit mit Charles Swanton 
vom Francis Crick Institute in London wen-
deten wir den neuen MRP-Algorithmus 
zunächst auf eine Multiregion-Lungenkrebs-
Kohorte an. Dort bemerkten wir SCNAs, die 
in mehreren Regionen eines Tumors vorla-
gen und ohne Phaseninformation als ein ein-
zelnes Ereignis angesehen worden wären. 
Tatsächlich handelte es sich jedoch um zwei 
Ereignisse, die scheinbar unabhängig von-
einander auf beiden elterlichen Allelen auf-
getreten sind (Abb. 2B). Dieses Phänomen ist 
nun als gespiegelte subklonale allelische 
Imbalance (mirrored subclonal allelic imba-
lance, MSAI) bekannt [10] und wurde später 
von uns auch in Nierentumoren nachge-
wiesen [11].
Die MSAI-Ereignisse erwiesen sich für die 
Suche nach Selektion als besonders relevant, 
da sie Anzeichen für konvergente Evolution 
sind [10,11]. Wir beobachteten, dass beide 
SCNAs, die ein MSAI-Ereignis auszeichnen, 
in ihrem respektiven räumlichen Teil des 
Tumors oft klonal vorlagen [10]. Dies bedeu-
tet, dass das gleiche SCNA-Ereignis zweimal 
unabhängig voneinander aufgetreten und 
anschließend direkt oder indirekt selektiert 
worden ist – ein deutlicher Hinweis auf kon-
tinuierliche Evolution in der Entwicklung 
eines Tumors (Abb. 2B).
Um die Häufi gkeit dieser MSAI-Ereignisse 
über Krebstypen hinweg zu untersuchen, 
begannen wir 2015 mit der Zusammenstel-
lung einer Pankrebs-Kohorte nahezu aller bis 
dato veröffentlichten Mul tiregions-Datensät-
zen. Die Ergebnisse waren erstaunlich: Fast 
alle untersuchten 22 Krebstypen wiesen in 
renden Tumormasse nur schwer detektierbar 
und erreichen selten Fixation in der Zellpo-
pulation. Die Hypothese erregte Aufsehen 
und das Feld spaltete sich in zwei Lager, sol-
che die das Big Bang-Modell für glaubhaft 
hielten und solche, die kontinuierliche Evo-
lution und Selektion als das dominierende 
Prinzip der Krebsevolution hielten.
Um zur Beantwortung dieser Frage beizu-
tragen, entwickelten wir 2015 einen neuen 
Algorithmus zur eindeutigen Zuweisung 
allelspezifi scher SCNAs zu elterlichen Haplo-
typen. Bisherige Algorithmen waren zwar in 
der Lage, an jeder heterozygoten Keimbahn-
variante die Kopienzahlen beider Allele mit 
einer gewissen Genauigkeit zu bestimmen 
[8], es war jedoch unklar, ob zwei SCNAs an 
unterschiedlicher Position in einem Chromo-
som auf der selben oder auf unterschied-
lichen elterlichen Kopien des Chromosoms 
auftraten. Dieses Problem ist, analog zu der 
verwandten Fragestellung in der Genetik, als 
phasing problem bekannt. Hier bieten Multi-
regions-Datensätze einen besonderen Vorteil: 
Da die Phase der Keimbahnvarianten zwar 
zunächst unbekannt, aber in allen Regionen 
des Tumors konstant ist, kann durch direkten 
Vergleich der BAF-Werte zwischen unter-
schiedlichen Regionen desselben Tumors die 
Phase der SCNAs relativ zu einer Referenz-
probe bestimmt werden (Multi-Re gions-
Referenz-Phasing, MRP, Abb. 2A, [9]). Der 
MRP-Algorithmus erlaubt somit die Bestim-
mung haplotypspezifi scher SCNA-Profi le und 
ermöglichte eine sehr viel höhere Genauig-
keit in der Rekonstruktion evolutionärer 
 Bäume, da nun beide elterlichen Haplotypen 
separat modelliert werden können.
Um der Herausforderung der Rekonstruk-
tion von Krebsevolution aus SCNA-Profi len 
zu begegnen, entwickelten wir MEDICC [4], 
einen Algorithmus zum paarweisen Ver-
gleich genomischer SCNA-Profi le und zur 
Rekonstruktion evolutionärer Bäume mittels 
einer Distanz der minimalen Ereignisse 
beliebiger Länge (minimum event distance). 
Mittels MEDICC waren wir in der Lage, räum-
liche und temporale ITH in Eierstockkrebs 
aufzuklären und einen direkten Zusammen-
hang zwischen ITH und einem schlechteren 
klinischen Verlauf herzustellen [5].
Durch die Integration von SCNA-Profi len 
und Punktmutationen lässt sich zudem die 
relative Zeit in der Tumorevolution ermitteln, 
zu der eine SCNA erfolgt ist. Je mehr Muta-
tionen auf zwei oder mehr Kopien einer 
Re gion vorliegen, desto später ist die SCNA 
erfolgt, da sich viele Mutationen bereits 
davor akkumulieren konnten. Mit dieser 
grundlegenden Theorie konnten wir die evo-
lutionäre Entwicklung von verschiedenen 
Tumortypen nachvollziehen [6].
Der Big Bang der Krebsevolution
Das Aufkommen der Multiregions-Studien 
erlaubte detaillierte Einblicke in die Evolu-
tion vieler Tumortypen. Eine entscheidende 
Diskussion entstand bezüglich der Dynamik 
der evolutionären Veränderungen. A. Sotto-
riva et al. entwickelten 2015 das Big Bang-
Modell der Krebsevolution aus Beobachtun-
gen in Kolonkarzinomen [7]. Demnach soll-
ten die meisten detektierbaren Mutationen 
und der stärkste Selektionsdruck sehr früh 
in der Karzinogenese erfolgen. Spätere Muta-
tionen sind demnach aufgrund der expandie-
˚ Abb. 2: Multi-Regions-Referenz-Phasing (MRP) und mirrored subclonal allelic imbalance (MSAI). A, MRP erlaubt die Zuweisung von SCNAs zu elter-
lichen Haplotypen in Multi-Regionsstudien. So können Ereignisse unterschieden werden, die in unterschiedlichen Regionen des Tumors auf unter-
schiedlichen Haplotypen auftreten (MSAI). B, MSAI-Ereignis in Lungenkrebs: Eine fokale Amplifi kation des PHOX2B/RHOH-Lokus erzeugt > 10 Kopien. 
Die Amplifi kation fand parallel in zwei Regionen des Tumors auf unterschiedlichen Haplotypen (orange und blau) statt. Abbildung aus [10].
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hohem Maße MSAI-Ereignisse auf. Zudem 
deckte die Anwendung des MRP-Algorithmus 
viele hunderte zusätzliche SCNA-Ereignisse 
auf (Abb. 3), die zuvor aufgrund von Subklo-
nalität oder niedriger Reinheit der Proben 
nicht erkannt werden konnten [12]. Darüber 
hinaus gelang es uns mithilfe der Phasen-
information, SCNA-Ereignisse mit hoher 
Genauigkeit in klonale und subklonale Ereig-
nisse zu unterteilen. Wir konnten so zeigen, 
dass genomische Regionen mit Onkogenen 
bevorzugt amplifiziert, und genomische 
Re gionen mit Tumorsupressoren bevorzugt 
deletiert werden, selbst wenn ausschließlich 
subklonale SCNA-Ereignisse betrachtet wer-
den – ein weiterer direkter Hinweis auf 
anhaltende Evolution und Selektion.
Zusammenfassend konnten wir in allen 
unserer Studien, im Kontrast zur Big Bang-
Hypothese, starke Evidenz für die kontinu-
ierliche Evolution von Tumoren, auch nach 
der initialen malignen Transformation, fest-
stellen. ó
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¯ Abb. 3: MRP fi ndet unent-
deckte Heterogenität. Subklo-
nale SCNAs sind oft in Sequen-
zierdaten schwer zu identifi zie-
ren. Eine eindeutig erkennbare 
allelische Imbalance in einer 
Region des Tumors (oben) 
erlaubt es, mittels MRP die 
Haplotypen zuzuweisen  (orange 
und blau). Wenn in einer ande-
ren Region des Tumors auf-
grund von Subklonalität die 
allelische Imbalance anhand 
der BAF nicht zu erkennen ist 
(unten), kann über die Haplo-
typ information die Imbalance 
wieder erkenntlich gemacht 
werden. Abbildung aus [12].
